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Introduction

Introduction.:
Les flavonoides sont des composés phytochimiques phénoliques qui représentent des

constituants substantiels du régime humain et sont censés de garder en bon santé 1’individu, par
leurs diverses activités biologiques, notamment les effets antioxydants, inhibiteurs de la
peroxydation lipidique et les effets anti-inflammatoires (Pavanato et al, 2007; Hung Hung Ha
et al, 2015).

Malgre les progres de la médecine moderne, les médicaments utilisés dans le traitement
des maladies du foie ont une efficacité limitée. 1l y a donc un besoin important pour recourir aux
médicaments efficaces pour remplacer / compléter ceux en usage courant. Le régne végétal est
sans aucun doute riche en ces agents médicinaux (Adewusi et Afolayan, 2010) Par conséquent,
des études sur les plantes médicinales ou comestibles sont ciblées dans I'espoir de trouver de
nouvelles molécules plus efficaces avec de faibles effets indésirables (Maameri et al, 2015).A
cet égard, les flavonoides et autres polyphénols ont attiré I’attention des chercheurs dans ce

domaine (Mir et al, 2010).

Les troubles hépatiques sont généralement causés par des produits chimiques toxiques,
des médicaments ou des infections pathogénes, et sont considérés comme problemes de santé
publique graves (Gordillo et al, 2017;Chao et al, 2013). En effet, le foie est I'organe vital dans
le corps des mammiféres, il contribue indirectement au bon fonctionnement des autres organes
en maintenant une homéostasie (Andrade et al, 2015).11 est constitué de cellules appelées
hépatocytes (~ 80%), qui exercent de multiples fonctions physiologiques consistant a la

biotransformation et I'élimination des déchets y compris les xénobiotiques (Xie et al; 2016).

Le stress oxydatif excessif causé par les especes oxygénées réactives et les especes
réactives azotées augmente le risque de lésions hépatiques par l'oxydation des biomolécules
notamment les lipides et par la libération de cytokines pro-inflammatoires, comme le TNF-a et

I'interleukine (Narasimha et al, 2017)

L'un des meilleurs modéles de lésions hépatiques provient du tétrachlorure de carbone
(CCly) dont plus de 50 000 études ont été réalisées jusqu'a présent (Mir et al, 2010; Scholten et
al, 2015).

Le CCly est un solvant utilisé dans I’industrie chimique et il est bien connu par ses effets
néfastes sur la santé notamment 1’hépatotoxicité (Adewale et al, 2014). Comme il s'avere trés

utile comme substance expérimentale pour I'étude de certains effets hépatotoxiques pour le

1
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criblage de Il'activité anti-hépatotoxique / hépato-protectrice des médicaments et des extraits de
plantes, car I'hépatotoxicité induite par le CCl, est similaire a I'analogue de la lésion hépatique
par une variété d'hépatotoxines chez I'nomme (Zhan et al, 2016).

Le mécanisme hépatotoxique de CCL, a été étudié depuis 1967 (Yoshioka et al, 2017)
dont le stress oxydatif a été accepté comme l'une des principales causes de la lésion hépatique
induite par le CCly (Yang et al, 2015) qui agit apres transformation métabolique.ll est
métabolisé dans le réticulum endoplasmique par les enzymes du cytochrome p450
(principalement CYP2E1) en radical trichlorométhyl (CClse) qui réagit rapidement avec
I'oxygene pour former le radical trichlosrométhylperoxyl (CCI300 ¢) hautement réactif (Ritesh
et al, 2015). Ces radicaux libres de CCl, sont responsables des lésions membranaires, de la
libération conséquente d'enzymes marqueurs d'hépatotoxicité comme les transaminases (Yang et
al, 2015) et de I’activation des cellules de Kupffer, qui s'accompagne de la production de

médiateurs pro-inflammatoires (Rosa et al, 2010).

Dans I'ensemble, le traitement par CCl, peut entrainer une stéatose, une inflammation,
une apoptose et une nécrose centro-lobulaire. Si les dommages dépassent la capacité de
réparation du foie, le foie évoluera vers la fibrose, la cirrhose et I'hépato-carcinome (HCC)
(Dalton et al, 2009; Bona et al, 2012).

Plusieurs d’études ont montré que des substances d’origines végétales ont manifesté une
activité antioxydante, empéchant les dégats causes au foie par le CCL4 car elle contienne des

piégeurs des radicaux libres comme les flavonoides (Laouar et al, 2017).

A cet effet, on suppose que 1utilisation de I’extrait n-butanolique (n-BuOH) de la plante
Genista sp riche en flavonoides, a un effet hépato-protecteur contre les Iésions hépatiques

induites par le CCL,.

Dans cette étude ont a choisi le CCL,; comme substance hépatotoxique qui peut
provoquer des lisions hépatiques d’une part et I’utilisation de 1’extrait n-BuOH Genista sp riche
en flavonoides afin d’évaluer 1’effet hépato-protecteur des flavonoides contre la nocivité de cette

substance toxique d’autre part.



LE FOIE



Rappels bibliographiques

I-Le foie :

Le foie est I'organe vital dans le corps des mammiferes, il contribue indirectement au bon

fonctionnement des autres organes en maintenant une homéostasie (Andrade et al, 2015).

Lobe droit

Vésicule biliaire

Veine cave

o>

Ligamentfalciformg

Lobe gauche

Artére hépatique
Canal cholédoque
Veine porte

Figure N°1: Structure globale du foie (Schiinke et al, 2007).

1-L’unité structurelle et fonctionnelle du foie :

Le lobule est a la fois I'unité structurelle et fonctionnelle classique du foie (Ishibashi et

al, 2009).11 est de forme hexagonale avec une veine centrale au milieu. Les angles de 1’hexagone

sont formés par des triades portales (Horn et al, 2003). Des plaques de cellules

parenchymateuses s’organisent au sein du lobule a partir de la veine centrale vers la périphérie

du lobule, séparés les uns des autres par les sinusoides hépatiques (les «capillaires» du foie)

bordées par 1’endothélium sinusoidal (LeCluyse et al, 2012), entre la membrane des cellules

endothéliales et la membrane des hépatocytes existe un petit espace impliqué dans I'échange

entre le sang et les hépatocytes appelé I’espace de Disse (Krishna, 2013; Kietzmann, 2017).

Central vein
Hepatic cords
Bile canaliculi

Hepatic —8
sinusoid \¢

Hepatocyte H

.~ _ Liver
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% Hepatic portal | Portal
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Hepatic artery |

Figure N°2: Le lobule hépatique

https://hepatologist.sharepoint.com/siteimages/hepatic%20sinusoid.jpg.
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Figure N°3: Zonation structurale et fonctionnelle du lobule du foie (LeCluyse et al, 2012).

2-Les principaux types de cellules du foie :

Le foie est composé de nombreux types cellulaires qui sont divisées en deux catégories:
2-1-Les cellules parenchymateuses :

Constitué d'hépatocytes, qui représentent pres de 60% de la population cellulaire totale du
foie. Elles effectuent la majorité des fonctions physiologiques généralement associées au foie, y

compris la biotransformation des xénobiotiques (LeCluyse et al, 2012).

2-2-Les cellules non parenchymateuses ""cellules sinusoidales hépatiques™ :

Elles représentent environ 40% des cellules hépatiques. Connectés directement a la
circulation portale, constituent la premiére barriere contre les substances nocifs. Elles englobent
principalement les cellules endothéliales, les cellules de Kipffer (CK) qui sont des macrophages
résidants dans le foie et les cellules stellaires ou les cellules de Ito qui contrélent la production de
la matrice extracellulaire (MEC), sont les principales sources cellulaires pour la production des
protéines de la MEC telles que le collagéne (Gregory et wing, 2002; Ishibashi et al, 2009;
Wang et al, 2010; LeCluyse et al, 2012 ; Fujita et Narumiya, 2016).
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To _ :
e e e
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-—.—_r:,—-._—‘- e e

b

-

Disse space Paortal wain

¥ ~ I\
Endathelial call L
Kupffer cell Ito cell

Figure N°4: Localisation des cellules hépatiques dans le lobule (Ishibashi et al, 2009).
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3-.La biotransformation :

Le foie poss¢éde de nombreuses fonctions vitales, ¢’est un organe métaboliquement actif
et il joue un rdle principal dans la détoxification des agents toxiques endogenes ou exogenes (les
médicaments et d’autres xénobiotiques), via ses capacités de biotransformation (Malarkey,
2005; Chiang, 2014).

Le foie est le site principal de biotransformation (Malarkey, 2005). Cependant, ces
biotransformations comprennent non seulement la détoxification, mais également I'activation de
certains composeés (par exemple, des pros médicaments) (Sendenshy et Dufour, 2011). Ainsi,
un certain nombre de xénobiotiques relativement inertes, se sont révélés étre transformés par des
enzymes dans le corps en produits extrémement toxiques (lyanagi, 2007).

Il est généralement admis que la biotransformation des xénobiotiques est divisée en
phases | ou phase de fonctionnalisation et phase 11 ou phase de conjugaison.

Les réactions de phase | permettent le démasquage ou l'ajout des groupements
fonctionnels au composé parent. Ces groupements consistent le plus souvent en groupements —
OH, -NH_, -SH, ou -COOH. Les principales enzymes de cette phase sont les cytochromes Pyso
qui réalisent des actions d'oxydation, de réduction et d'hydrolyse (Jancova et al, 2010;
Sendenshy et Dufour, 2011).

Les réactions de la phase Il sont catalysées par des transférases telles les glutathion-S-
transférases (GST), les UDP- glucuronosyltransférases (UGT), Sulfotransférases (SULT), Ces
réactions utilisent soit le composé parent, soit les groupements réactifs exposés ou ajoutés par le
cytochrome P45 et comprennent la glucuronidation, la sulfatation, I'acétylation et la méthylation.
La plupart des réactions de phase Il inactivent les xénobiotiques ou ses métabolites (lyanagi,
2007; Jancova et al, 2010; Schonborn et al, 2010).
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Figure N°5 : Représentation du métabolisme des xénobiotiques (X) (Lecomte, 2006).
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4-Le cytochrome Pysq et les hépatocytes :

Les cytochromes P50 sont une superfamille d'hémoprotéines, constituent la famille
d'enzymes majeures capables de catalyser la biotransformation oxydative de la plupart des
médicaments et d’autres xénobiotiques. Les cytochromes P4so sont en nombre abondant dans le
foie, et plus précisément localisés dans les membranes du réticulum endoplasmique (RE) des
hépatocytes, préférentiellement exprimés dans la zone centrolobulaire du foie.

Sur 57 cytochromes P45 humains supposés fonctionnels, environ une douzaine
d'enzymes, appartenant aux familles cytochrome P4so 1, 2 et 3, sont responsables de la
biotransformation de la plupart des xénobiotiques (Guéguen et al, 2006; Wijnen et al, 2007;
Zanger et Schwab, 2013).

Parmi toutes les enzymes du cytochrome P45 dans le foie humain, le CYP3aq4 est le plus
abondant, suivi du CYP2g; et du CYPyco (Almazroo et al, 2016).
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Figure 6: Le cycle du cytochrome Pyso (Isin et Guengerich, 2008).
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I1- Hépatotoxicité et Xénobiotiques :
1- L'hépatotoxicité :

L'hépatotoxicité implique des lésions hépatiques provoquées par des produits
chimiques. Certains agents médicamenteux, lorsqu'ils sont pris en exces et parfois méme
lorsqu'ils sont pris a des doses thérapeutiques, peuvent altérer l'organe (Thonda et
Shivalinge, 2012). D'autres agents chimiques, tels que ceux utilisés dans les laboratoires et les
industries, des produits chimiques naturels (par exemple, les microcystines) peuvent
également induire une hépatotoxicité. Les agents chimiques qui peuvent causer des lésions
hépatiques sont appelés hépatotoxines (Pandit et al, 2012).Le r6le prédominant du foie dans
le métabolisme des xénobiotiques rendent cet organe particulierement vulnérable aux
dommages causés par les produits chimiques auxquels nous sommes exposés (Gu et
Manautou, 2013) et qu'ils peuvent affecter a la fois les cellules parenchymateuses et non
parenchymateuses du foie, conduisant a une grande variété d’états pathologiques, y compris
I'népatite hépatocellulaire aigué et chronique, la stéatose, la fibrose / la cirrhose, la cholestase
(Larrey, 2000).Ces produits sont convertis en métabolites chimiquement réactifs dans le foie,
telles que les radicaux libres qui ont la capacité de s'interconnecter avec les macromolécules
cellulaires, conduisant a un dysfonctionnement protéique, une peroxydation lipidique, des
dommages a I'ADN, un épuisement du glutathion réduit (GSH) et un stress oxydatif. Ainsi,
ces réactions affectent les fonctions des organites cellulaires telles que les mitochondries, le
RE et peuvent également sensibiliser les hépatocytes aux effets toxiques du systeme
immunitaire (p. Ex. Cytokines, chimiokines) conduisant a la mort cellulaire éventuelle
(Gunawan et Kaplowitz, 2004; Robin et al, 2012).
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Figure N°7: Pathogenése de I'népatotoxicité d'un xénobiotique (Gunawan et Kaplowitz,
2004).
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2- Mécanismes moléculaires sous-jacents aux lésions hépatiques :
Les principaux mécanismes moléculaires de la pathogenése des lésions hépatiques

induites par des xénobiotiques peuvent étre résumeés comme sulit :

2-1- Le stress oxydatif :

Les radicaux libres (synonyme pro-oxydants), sont des espéces chimiques (atomes ou
molécules) contenant un ou plusieurs électrons non appariés (Webb et Twedt, 2008).

Dans le systeme biologique, les radicaux a base d'oxygene et les radicaux a base
d'azote sont deux types de radicaux libres qui intégrent a la fois des especes radicalaires et

non radicalaires(L.i et al, 2015).

Tableau N°1: Les espéces réactives de I'oxygéne (ERO/ ROS) et les especes réactives de
I'azote (ERN/RNS) (Tamizhamuthu et al, 2015).

Reactive oxygen species Reactive nitrogen species

Free radicals: Free radicals:
«  Superoxide(O;") N!tricoxide_('N_O)
. Hydroxyl (‘OH) Nitryogendioxide('NO,)

« Hydroperoxyl (HOO)

Non radicals: Non radicals:

» Hydrogenperoxide(H20,) Peroxynitrite (ONOQ")
»  Hydrochloreusacid(HOCI) Alkyl peroxynitrates (RONOO)

Dans des circonstances normales, ces radicaux libres ont des roles bénéfiques tels que
la défense contre les micro-organismes pathogenes (Sid et al, 2013). En effet dans des
conditions normales, le métabolisme aérobie du foie conduit a la production, dans un etat
d'équilibre dynamique, des pro-oxydants, qui sont équilibrés par leur séquestration par des

antioxydants, avec un taux similaire (Andrade et al, 2015).
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Figure N°8: La balance pro-oxydants/antioxydants (Li et al, 2015).

Le stress oxydatif (SO) existe lorsqu'il existe un déséquilibre entre les pro-oxydants et
les antioxydants en faveur des pro-oxydants dans la cellule (Sid et al, 2013). Il est impliqué
dans diverses formes de maladies, dont la génération excessive de ROS épuise les
antioxydants endogenes, qui par la suite, ne parviennent pas a piéger tous les ROS et en raison
de leur réactivité, les ROS interagissent facilement avec toutes les macromolécules cellulaires
conduisant a une lésion cellulaire (Jadeja et al, 2017; Muriel et Gordillo, 2016). Ce
processus entraine des anomalies structurelles et fonctionnelles dans le foie (Lach et
Michalak, 2014).

Ainsi, le SO est considéré comme I'un des mécanismes pathologiques qui entrainent
I'initiation et la progression de diverses maladies du foie, comme la stéato-hépatite (L.i et al,
2015).
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Figure N°9: Les mécanismes par lesquels les radicaux libres endommagent les cellules
(Kehrer et Klotz, 2015).
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Figure N°10: Le schéma général du mécanisme du stress oxydatif induit par divers facteurs

dans les maladies hépatiques (L.i et al, 2015).

Les mitochondries hépatocytaires sont les principaux sites de production de ROS dans
diverses formes de maladies du foie (Jadeja et al, 2017).Lors du transport électronique le
long de la chaine respiratoire, si le complexe I11 (coenzyme Q, cytochrome ¢ oxydoréductase)
ne peut pas recevoir d'électrons du CoQ (coenzyme Q ou ubiquinone), les électrons seraient
captés par O,, ce qui pourrait produire des ROS principalement le superoxyde (O;") et

entraine un stress oxydatif (Li et al, 2017).
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Figure N°11: Le transport des électrons a travers la chaine respiratoire mitochondriale et la
production des ROS (Li et al, 2017).

En plus des mitochondries, les RE peuvent également produire des ROS dans le foie

via les enzymes du cytochrome Pyso, et cette réaction peut se produire dans les macrophages

et les neutrophiles (Lach et Michalak, 2014) et par d’autres enzymes tels que le complexe
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nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase (Nox) et I'oxyde nitrique
synthase (NOS) (Skonieczna et al, 2017).

Figure N°12: La production des espéces réactives par les phagocytes (Kehrer et Klotz,
2015).

D'autre part, certains médicaments ou produits chimiques peuvent étre réduits par le
cytochrome Py4so réductase pour former des radicaux instables, qui transferent ensuite leurs
électrons a l'oxygéne moléculaire et forment des superoxydes. Ainsi, il existe un grand
nombre de facon a former différents ROS et RNS dans différents endroits de la cellule
(Jaeschke et al, 2012).

2-1-1- Le stress oxydatif et la peroxydation lipidique (LPO) :

Les acides gras polyinsaturés sont des cibles majeures pour I'oxydation par les ROS,
dans un processus appelé peroxydation lipidique (Muriel et Gordillo, 2016). La LPO est un
mécanisme fréqguemment invoqué dans la destruction des membranes biologiques, la mort
cellulaire induite par les ROS et les lésions hépatiques (Salvayre et al, 2010).Les initiateurs
communs du processus de peroxydation sont (HO-) et (HOO-). En outre, la LPO peut étre
causée par le peroxynitrite (Du et al, 2016).

Le processus global de la peroxydation lipidique comprend trois étapes: initiation,
propagation et terminaison (Yin et al, 2011). En initiation, les pro-oxydants extraient
I'hydrogéne allylique formant le radical lipidique centré sur le carbone (L-) (étape 1). Dans la
phase de propagation, le radical lipidique (L-) réagit rapidement avec 1'oxygeéne pour former
un radical lipidique peroxyle (LOO-) (étape 2) qui extrait un hydrogéne d'une autre molécule

lipidique générant un nouveau (L-) (qui continue la réaction en chaine) et un hydroperoxyde
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lipidique (LOOH) (étape 3). Dans la réaction de terminaison, les antioxydants donnent un
atome d'hydrogene a I'espéce radicalaire peroxyle lipidique (LOO") entrainant la formation de
produits non radicalaires (étape 4) (Michel et al, 2008; Ayala et al, 2014).
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Figure N°13:Processus de peroxydation lipidique (Ayala et al, 2014).

Les produits aldehydiques produits par la LPO, tels que, le malondialdéhyde (MDA) et
le 4-hydroxynonénal (4-HNE) ont des demi-vies plus longues que les ROS et ont le potentiel
de diffuser a partir de leur site d'origine pour atteindre des cibles intra et extracellulaires
distantes, amplifiant ainsi les effets du SO (Rolo et al, 2012).

2-1-2- Le stress oxydatif et I’inflammation :

L'exposition continue du foie a certains facteurs tels que les graisses et les métabolites
réactifs peut causer une lésion hépatique pouvant entrainer une inflammation. En effet, au
cours des dommages du foie, les ROS peuvent induire la génération des génes pro-
inflammatoires, ainsi, la surexpression des genes pro-inflammatoires provoque une cascade de
signalisation intracellulaire qui produit plus de ROS, entrainant un stress oxydatif accru et une
Iésion inflammatoire favorisant la pathogenese des maladies hépatiques (Gordillo et al,
2017). D’autre part, des cellules inflammatoires telles que les cellules de Kupffer et
neutrophiles peuvent étre des sources extracellulaires de formation de ROS au cours d'une
réponse inflammatoire (Jaeschke et al, 2002; Andrade et al, 2015). Le SO dérivé de ces
cellules entraine un dysfonctionnement mitochondrial, un stress oxydant mitochondrial et

finalement, la mort cellulaire (apoptose/ nécrose) (Jaeschke et al, 2012).
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Figure N°14: Geénération extracellulaire des ROS par des cellules inflammatoires (Jaeschke
et al, 2012).

2-2- L'apoptose et la nécrose :

L'apoptose et la nécrose sont les formes les plus largement reconnues de la mort des
hépatocytes (Gu et Manautou, 2013). Chacune de ces voies, que ce soit le stress cellulaire, le
dysfonctionnement mitochondrial ou l'activation immunitaire, conduit a la transition de
perméabilité mitochondriale (MPT). Le MPT perturbe les membranes mitochondriales en
augmentant la perméabilité et I'influx des protons a travers la membrane interne, perturbant
ainsi la synthése de I'ATP. Cette perturbation provogue également une perméabilité accrue de
la membrane mitochondriale externe avec libération de cytochrome C dans le cytoplasme de
la cellule. Ainsi, la MPT conduit a la nécrose ou a I'apoptose en fonction de la disponibilité de
I'ATP (Russmann et al, 2009; Au et al, 2011). (Figure 16)

L'apoptose est une voie ATP-dépendante et ne peut se produire que si le MPT ne se
produit pas rapidement et simultanément dans toutes les mitochondries cellulaires. Lorsque
I'ATP est présente, le cytochrome C, qui est libéré dans le cytoplasme, forme un apoptosome,
qui sert a activer les caspases entrainant une fragmentation cytoplasmique, nucléaire et la
formation de corps apoptotiques qui sont éliminés par phagocytose, le processus d'apoptose se
produit sans perte d'intégrité de la membrane plasmique, ce qui réduit considérablement
I'inflammation causant des dommages secondaires minimes (Ravagnan et al, 2002; Au et al,
2011; Gu et Manautou, 2013; Jayakiran, 2015; Onal et al, 2016) (Figure 16). Cependant,
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dans certains troubles hépatiques, l'apoptose élimine un nombre critique d'hépatocytes,

entrainant une altération de la fonction hépatique (Andrade et al, 2015).

Contrairement a l'apoptose, la nécrose est développée si le dysfonctionnement
mitochondrial est séveére avec une déplétion profonde d’ATP. Elle peut résulter aussi des
dommages importants de la membrane plasmique avec perturbation du transport des ions. De
plus, elle est caracterisée par la libération du contenu intracellulaire. Le processus de lyse
comprend la libération de cytokines, qui peuvent provoquer une réponse inflammatoire et
amplifier la blessure aux hépatocytes environnants (Ziegler et Groscurth, 2004; Elmore,
2007; Vanlangenakker et al, 2008; Cho et al, 2009; Au et al, 2011).

De ce fait, la méme hépatotoxine peut provoquer l'une ou l'autre, ou méme activer
concomitamment les deux, selon les circonstances, y compris la vulnérabilité préexistante des
hépatocytes et la dose d’hépatotoxine (Formigli et al, 2000; Papucci et al, 2004; Orrenius
et al, 2011).
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Figure N° 15: La relation entre la dose d’hépatotoxines et les modes de mort cellulaire
(Orrenius et al, 2011).
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Un modele de trois voies d'hépatotoxicité (Russmann et al, 2009).
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I11- Le tétrachlorure de carbone (CCL,) :
1- Définition :

Le tétrachlorure de carbone (CCl,) est un liquide incolore, ininflammable et volatil, avec
une odeur distincte. Au 19éme siecle, il a été utilisé comme anesthésique. Dans les 25 premiéres
années du 20°™ siécle sa toxicité était fermement établie (Pan et al, 2007).1 est cependant un

solvant largement utilisé dans les industries chimiques (Bona et al, 2012).

Par ailleurs, le CCl, a démontré son utilité en tant que modéle expérimental pour I'étude
des lésions hépatiques chez I'nomme (L.i et al, 2016).1l est couramment utilisé pour le criblage de
I'activité antihépatotoxique/ hépatoprotectrice des médicaments et des agents hépatoprotecteurs
(Pavanato et al, 2007, Fu et al, 2010).Ce modele expérimentale a été appliqué dans le monde

entier dans plus de 50 000 études jusqu'a présent (Scholten et al, 2015).

En principe, l'administration du CCl, chez les rongeurs en laboratoire peut étre par
injection, inhalation ou gavage. La majorité des chercheurs préférent I'application par injection
(IP) pour raisons de bonne espérance de vie, de performance et de sécurité (Scholten et al,
2015).

2- La toxicocinétique :

Le CCl, est rapidement absorbé par toute voie d’administration chez I'nomme et I'animal.
Une fois absorbé, il est largement distribué dans les tissus, en particulier ceux ayant une teneur
élevée en lipides. Il est métabolisé par le foie, les poumons et d'autres tissus (EPA, 2010).Dans
le réticulum endoplasmique, le CCly est rapidement métabolisé par les enzymes du cytochrome
p450 (principalement Cytp 2E1) en radical trichlorométhyl (CClse) réactif. Le CClze réagit
rapidement avec l'oxygene pour former le radical trichlorométhyl peroxyl (CCI300 ),
hautement réactif (Ritesh et al, 2015; Lee et al, 2017). Le tétrachlorure de carbone est

rapidement éliminé, principalement dans l'air expiré (EPA, 2010).

3- Le mécanisme d'hépatotoxicité :

Le CCl, appartient a la classe des hépatotoxines, qui agissent aprés transformation
métabolique (Ritesh et al, 2015). L'hépatotoxicité induite par le CCl, est supposée impliquer
deux phases (Eidi et al, 2012), la phase initiale implique, le métabolisme de CCl, par le

cytochrome Pys0 en radical trichlorométhyl (CClse), qui réagit avec les macromolécules pour
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former des adduits a I'ADN, aux protéines et aux lipides (Shankar et al, 2008; Rosa et al, 2010;
Xu et al, 2017) suivie d'une série de perturbations biochimiques telles que I'accumulation de
triglycérides (Maameri et al, 2015).Le CClsepeut également réagir avec I'oxygene (O,) pour
former un radical tres réactive (CCI300-) qui est plus susceptible que le CClse d'extraire
I'nydrogéne des acides gras polyinsaturés (AGPI), ce qui conduit a la peroxydation lipidique
(Chao et al, 2013).Par conséquent, les membranaires cellulaires sont détruites (Tan et al, 2016)
conduisant a la fuite des enzymes intracellulaires comme I'ALAT et I'ASAT dans la circulation
sanguine et a la mort cellulaire (Maameri et al, 2015). La deuxieme phase implique l'activation
des cellules de Kupffer, probablement par des radicaux libres (Huang et al, 2012). L'activation
des KC est accompagnée par la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires, comme les especes

réactives de I'oxygéne (ROS) (Kamel et al, 217).
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Figure N°17: Séquence chronobiologique d'événements au cours de dommages du foie
provoqués par le CCl, (Scholten et al, 2015).

Dans I'ensemble, le traitement par le CCl, peut entrainer une stéatose, une apoptose, une
nécrose centro-lobulaire et une inflammation. Si les dommages dépassent la capacite de
réparation du foie, le foie évoluera vers la fibrose, la cirrhose et I'népatocarcinome (HCC)
(Dalton et al, 2009; Bona et al, 2012).

4- La physiopathologie hépatique par le CCl, :
Le CCly est I'un des xénobiotiques qui ont été signalés comme agents responsables des

Iésions tissulaires aigués et chroniques (Khan et al, 2012). Bien que I'administration d'une dose
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unique de CCl, puisse induire une nécrose et une stéatose, son administration prolongée entraine

une fibrose hépatique, une cirrhose et un carcinome hépatocellulaire (Choi et al, 2015).

4-1- La stéatose hépatique :

La stéatose hépatique (le foie gras) est caractérisee par un déréglement lipidique et une
accumulation de graisse dans le foie (Liu et al, 2006; Dai et al, 2014). Une caractéristique
distinctive de la toxicité par le CCl, est I'accumulation rapide de triglycérides (TGs) dans le foie,
similaire aux observations dans le tissu hépatique stéatosique des patients humains (Lee et al,
2011; Dai et al, 2014).

Le réticulum endoplasmique (RE)est un organite vital responsable de la synthese des
protéines (Jo et al, 2013; Li et al, 2017). Les radicaux libres générés a partir du CCly,
endommagent le RE, ce qui conduit a une synthése protéique réduite et a I'accumulation des
lipides (Ritesh et al, 2015).

L'apoB, une apolipoprotéine clé pour le transfert des TG (Lee et al, 2017). D'une part
(Lee et al, 2011) ont montré dans un modele de rat (une dose unique de CCl, 1 mg / kg de poids
corporel) que la stéatose hépatique induite par le CCl, est liée au stress du RE et a l'activité du
cytochrome P450 2E1. lls ont montré que le CCly injecté peut induire le stress du RE et diminuer
la sécrétion de I'ApoB plasmatique et accumuler les TGs hépatiques. D'autre part et dans un
modele chronique, (0,1 mL / 100 g, de CCly, injectés tous les deux jours pendant 4 semaines),
(Lee et al, 2017) ils ont constaté que I'ApoB, a été pliée de maniére ineffective et par
consequent, le lipide hépatique s'est accumulé.
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Figure N°18: Schéma de l'implication du stress du RE dans la stéatose hépatique induite par
CCl4(Lee et al, 2011).
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De plus (Pan et al, 2007) ont décrit une autre voie que le CCl4 emploie pour induire la
stéatose, montrant que I'exposition au CCl, conduit & une modification covalente de MTP et sa
dégradation par les protéasomes. Cela conduit & une augmentation de l'accumulation de
triglyceérides et de cholestérol dans les tissus.

La MTP (protéine de transfert des triglycérides microsomaux) est un complexe
hétérodimere résident dans le RE. Elle assure, dans les tissus de synthése des lipoprotéines
(comme le foie), la formation de la molécule porteuse «la lipoprotéine» recensable de la
sécrétion des TGs en réunissant I’ Apo B, sécrétée par le RE, et les triglycérides ou les esters de

cholestérol (Améen et Oscarsson, 2003; Hussain et al, 2011).
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Figure N°19: Un diagramme schématique expliquant le début de la stéatose impliquant la
dégradation de la MTP par le CCl, (Pan et al, 2007).

Par ailleurs, la stéatose hépatique entraine une lipotoxicité qui provoque une génération

de SO, un dysfonctionnement mitochondrial, une apoptose et une nécrose (Ozturk et al, 2009).

4-2- La nécrose et I'apoptose hépatocytaire :

La nécrose et l'apoptose sont les formes de la mort des hépatocytes dans les lésions
hépatiques induites par le CCly, principalement dans la région centro-lobulaire (Tan et al, 2016).
En effet la dominance de la nécrose ou de I’apoptose hépatocytaires dans les modeles de 1ésion
hépatique induite par le CCl, reste controversée (Guo et al, 2013). Des études antérieures ont
montré que le CCl, pouvait induire des lésions hépatocytaires aigués ou chroniques caractérisées
par une mort cellulaire nécrotique (Sanmugapriya et Venkataraman, 2006; Eidi et al, 2012;
Elgawish et al, 2015), tandis que, d'autres études indiquaient qu'un nombre important
d'hépatocytes subissait une apoptose apres I'administration de CCl4 (Yang et al, 2015). Alors que
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(Lee et al, 2006; Kuwahata et al, 2012; Guo et al, 2013) ont trouvé a la fois lI'apoptose et la
nécrose dans le modéle de Iésion hépatique chronique induite par le CCl,.

Pour les Iésions hépatiques légeres, les hépatocytes régénérent et remplacent les cellules
nécrotiques ou apoptotiques .Ce processus est associé a lI'inflammation hépatique, si elle persiste,
une atteinte hépatique aigué peut évoluer vers une atteinte hépatique chronique (Zhang et al,
2017).

4-3- La fibrose hépatique :

La fibrose hépatique (FH) est un processus physiopathologique réversible (Chen et al,
2018). Elle représente la réponse cicatricielle du foie a des lésions répétées ou chroniques et
implique une série de types de cellules et de médiateurs (Andrade et al, 2015; Wang et al,
2016).

Des études récentes montrent que la cellule stellaire hepatique (HSC) joue un réle pivot
dans la progression de I'népatofibrose (Qu et al, 2014).L'activation des HSC est médiée par des
ROS et diverses cytokines (Fujii et al, 2010) ainsi que d'autres facteurs libérés des hépatocytes
endommagés et des cellules de Kupffer activées (Tan et al, 2016).Les HSC activées se
transforment en myofibroblastes (Lee et al, 2014), ces myofibroblastes diminuent leur
production de métalloprotéinases matricielles (MMPS), un groupe de peptidases impliquées dans
la dégradation de la matrice extracellulaire, montrant une expression améliorée des inhibiteurs
physiologiques des MMPs (TIMP1 et TIMP2) (Schuppan et Afdhal, 2008) et produisent de
grandes quantités de composants ECM, tels que le collagene 1V, de maniére accéléré entrainant
une modification fibrotique du foie (Fujii et al, 2010).
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Figure N°20:La fibrogénése hépatique (Schuppan et Afdhal, 2008).
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Le modele expérimental de traitement au CCl, a été largement utilisé pour étudier la
fibrogenese hépatique (Lin et al, 2018), administré de facon répétée, généralement deux fois par
semaine (Li et al, 2016; Zhan et al, 2016; Xu et al, 2017; Chen et al, 2018). En effet, la fibrose
établie peut étre mieux étudiée apres 2-4 semaines de traitement par CCly, alors qu'une fibrose

sévere peut étre observée apres 6-8 semaines de traitement (Scholten et al, 2015).

Il est bien connu qu'une fibrose constante peut conduire finalement a une cirrhose du foie
(Liu et al, 2006; Kamel et al, 2017).

4-4- La cirrhose hépatique :

La cirrhose est un stade avance de la fibrose, généralement irréversible, caractérisée par
la formation de nodules du parenchyme hépatique séparés par des cloisons fibrotiques (Guyot et
al, 2006).
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.- Kupffer cell
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Figure N°21: L'altération architecturale de la cirrhose ((A) foie saint/ (B) Foie cirrhotique)
(Schuppan et Afdhal, 2008).

Le développement de la cirrhose est généralement associé au stress oxydatif et a la LPO,
ainsi le CCl, est largement utilisé pour induire la cirrhose dans des modéles d’animaux (Bona et
al, 2012). Le temps suffisant pour développer une cirrhose par I'administration de CCl, est
variable. Cependant, l'intervalle d’administration du CCl4 ne doit pas étre si long que les cellules
endommagées ne peuvent pas régenérer. En géneéral, deux doses par semaine sont

recommandées, mais cela peut varier selon le modele (Pavanato et al, 2007).
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V- Les antioxydants :
1- Définition :

Les antioxydants sont des substances capables d’intercepter les radicaux libres générés
par le métabolisme cellulaire ou par des sources exogénes (Marcadenti et Coelho, 2015),

inhibent ainsi les réactions des radicaux libres et ces dégats cellulaires (Nimse et Pal, 2015).

2- Classification :
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Figure N°22: Laclassification des antioxydants (Jiao et al, 2016).

2-1- Les antioxydants enzymatiques :

2-1-1- Les superoxydes dismutases :

Le SOD est I’un des antioxydants les plus importants dans 1’organisme humain (Shazia
et al 2012). Il existe sous formes de Cu/Zn-SOD cytosolique et de Mn-SOD mitochondrial
(Castaldo et al, 2016) et il catalyse la dismutation du superoxyde (O,-") en oxygéne moléculaire
(O7) et en peroxyde d’hydrogéne H,O, (Racchi, 2013).

SOD
20, +2H"— O,+H,0, (Sharma et al, 2012).

2-1-2- La catalase :
La catalase est une enzyme antioxydante qui agit comme un catalyseur pour la conversion
du peroxyde d'hydrogene (H,O;) en oxygene et en eau. Ainsi elle annule I'effet du peroxyde

d'hydrogéne qui est présent dans la cellule (Jevvaet al, 2015).
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CAT
H,O, — 2H,0 + 0O, (Kurutas, 2016).

2-1-3- La glutathion réductase (GR) :

La GR est I'enzyme critique pour la conversion du glutathion oxyde (GSSG) a glutathion
réduit (GSH). La GR utilise le NADPH pour réduire un GSSG en deux GSH (Espinosa-Diez et
al, 2015).

2-1-4- La glutathion peroxydase (GPx) :

C'est une enzyme séléenodépendante qui protege les cellules en catalysant la réduction des
peroxydes et le glutathion réducteur. Le site catalytique enzymatique comprend un résidu
sélénocystéine dans lequel le sélénium subit un cycle redox impliquant I'anion sélénolate comme

forme active, ce qui réduit les hydroperoxy des (Braverman et al, 2014).

Figure N°23: L'interconnexion de la GR, de GPx et du glutathion (Espinosa-Diez et al, 2015).

2-2- Les antioxydants non enzymatiques :
2-2-1- Le Glutathion «GSH» :

C’est un tripeptide intracellulaire contenant trois acides aminés (L-glutamyl-L-cystéinyl-
glycine). Il a un large éventail de fonction, y compris la désintoxication des xénobiotiques et/ou
de leurs métabolites. En outre, il est considéré comme 1’antioxydant endogene le plus puissant et
le plus important, produit dans le corps humain pour combattre les radicales (Main et al, 2012;
Shazia et al, 2012). Le GSH et recyclé par le glutathion réductase (GR) (Main et al, 2012).
(Figure 24)
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2-2-2-.La vitamine C «I’acide ascorbique» :

C'est un nutriment requis pour diverses fonctions biologiques, en tant que co-facteurs
d'un certain nombre d'enzymes et en tant qu'antioxydant hydrosoluble (Trabera et Stevensa,
2011). En plus de neutraliser les radicaux libres, la vitamine C agit également dans la
régénération de l'a-tocophérol (Vitamine E) (Marcadenti et Coelho, 2015).

En outre, il est maintenu dans sa forme réduit, dans la cellule, par la réaction avec le
glutathion (Kabel, 2014).

2-2-3-.Lavitamine E :

C’est une vitamine antioxydante, se divise en plusieurs formes naturelles et synthétiques.
Les formes naturelles comprennent l'a-tocophérol, B-tocophérol, y-tocophérol et d-tocophérol
(Cook-Mills et Mccary, 2010). De plus, la vitamine E (a-tocophérol) est I'antioxydant
liposoluble le plus important. Elle réagit plus rapidement que les AGP avec les radicaux
peroxyles et par conséquent, elle brise la réaction en chaine de LPO et protége les membranes
cellulaires contre l'oxydation (Kabel, 2014; Kurutas, 2016). Aprés réaction avec les radicaux
peroxyles, il se forme un radical a-tocophéroxylé (Raederstorff et al, 2015), ou la régénération
du tocophérol oxydé sous sa forme réduite peut étre réalisée par I’acide ascorbique ou le GSH
(Sharma et al, 2012).

a- TOC +ROO° ——>a - TO + ROOH (Raederstorff et al, 2015).
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Figure N°24: La localisation des antioxydants au niveau cellulaire (Mandal, 2012).
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V- Les flavonoides :
1- Définition :

Les flavonoides appartiennent a une catégorie des composés polyphénoliques qui sont
produits exclusivement dans les plantes. En effet, ce sont des métabolites secondaires
abondamment répandus dans tout le régne végétal. En outre, ces composés sont capables de
provoquer diverses activités biologiques et pharmacologiques dans les cellules animales
(Viskupicova et al, 2008, Alrawaiq et Abdullah, 2014; Huyut et al, 2017).

2- La Structure chimique :

Les flavonoides consistent typiquement en un squelette de 15 atomes de carbone
composés de deux cycles benzene, que désignent les lettres A et B, fixés par lI'intermédiaire d'un
cycle pyrane hétérocyclique, que désigne la lettre C, dans un arrangement C6-C3-C6 (Gonzales,
2016).

[a]

5 1

Figure N°25: La structure de base des flavonoides (Hung Hung Ha et al, 2015).

3- La classification :

En 1930, une nouvelle substance a été isolée des oranges, a cette époque, on pensait
qu'elle faisait partie d'une nouvelle classe de vitamines et a été désignée sous le nom de vitamine
P. Plus tard, il est devenu clair que cette substance était un flavonoide (la rutine) (Kumar et
Pandey, 2013). Jusqu'a présent, plus de 9000 flavonoides ont été rapporté (Wang et al, 2018) et
sont tous caractérises par leur structure chimique. Selon leur structure, ils pourraient appartenir
dans I'un de ces classes: flavones, flavanoies, isoflavones, catéchines, anthocyanidines et
chalcones (Pal et Verma, 2013). En effet, la présence d'une double liaison, un carbonyle et un
groupement hydroxyle dans I'anneau pyranyl C sert de base pour leur classification en plusieurs

classes et sous-classes (Gulgin, 2012).
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Figure N°26: Les principales classes de flavonoides. (La classification est basee sur les
variations du noyau C hétérocyclique) (Gross, 2004).

Tableau N°2: Principaux groupes de flavonoides, les composés individuels et les sources
alimentaires (kambohl et al, 2015)

Flavonoids sub-class Commonly occurring compound Main food source

Flavones Apigenin, Sibelin, Chrysin, Rutin, Lu-  Apple skins, Berries, Broccoli, Celery,
teolin Fruit peels, Cranberries, Grapes, Lettuce,

Olives, Onions, Parsley

Flavonols Isorhamnetin, Kaempferol, Myricetin, ~ Nearly ubiquitous in all plant foods
Quercetin

Flavanones Hesperetin, Fisetin, Narigin, Narin- Citrus fruits and tomatoes
genin, Taxifolin, Neohesperidin, Neoeri-
ocitrin

Isoflavones Daidzein, Genistein, glyciten, Biocha- ~ Soybean and soy foods
nin A, Formononentin

Flavanol Catechin, Epicatechin, Epigallocate- ~ Teas, red grapes and red wines
chin-3-gallate, Epicatechin-3-gallate

Anthocyanins Cyanidin, Delphinidin, Petunidin, Pel- ~ Berries (blueberries, Red grapes, Straw-

. Il ,! l . ll h nﬁin l . )

4- La pharmacocinétique :

Les flavonoides peuvent étre absorbés par I'intestin gréle ou doivent aller au célon avant
I'absorption. Cela peut dépendre de la structure du flavonoide (glycoside ou aglycone). En effet,
les aglycones peuvent étre facilement absorbés par l'intestin gréle, tandis que les glycosides

flavonoides doivent étre convertis en aglycone (Kumar et Pandey, 2013).

Par conséquent, les glycosides flavonoides peuvent pénétrer dans les entérocytes ou ils
sont hydrolysés par une enzyme B-glucosidase cytoplasmique et la lactase phlorizine hydrolase
(LPH) située dans la bordure en brosse de l'intestin gréle des mammiferes (Németh et al,
2003)pour libérer des aglycones, qui peuvent ensuite diffuser passivement a travers les cellules

épithéliales. Une fois dans la cellule, les métabolismes des phases | et Il convertissent ces
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aglycones en glucuronides, sulfates et méthyl-esters, qui sont ensuite soit libérés dans le sang,
soit renvoyés vers la lumiére intestinale. Le sang des intestins est ensuite dirigé vers le foie, qui
métabolise les flavonoides qui ont échappé au métabolisme de premier passage. Par consequent,
les flavonoides circulants sont presque exclusivement glucuronides>sulfates>méthyl-esters (dans
cet ordre d’abondance) (Gonzales, 2016).D'autre part, les flavonoides qui sont inabsorbables par
I'intestin gréle et les flavonoides qui ont été absorbés puis secrétés par la bile atteindront le célon
(Hollman, 2004) ou la microflore intestinale a la capacité d'hydrolyser les glycosides

flavonoides (Kumar et Pandey, 2013).

En autre, I’élimination dans la bile est la voie d'¢limination la plus importante pour les
flavonoides (Viskupicova et al, 2008). IIs sont éliminés dans les feces sous forme de glucuro et
sulfoconjugués (Stojko et al, 2015).
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Figure N°27: Métabolisme des flavonoides (Stahl et al, 2002).

5-.Les activités biologiques des flavonoides :
Les flavonoides sont bien connus pour leurs diverses activités biologiques, ayant
notamment des effets antioxydants, inhibiteurs de la peroxydation lipidique et des effets anti-

inflammatoires (Hung Hung Ha et al, 2015; Viskupicova et al, 2008).
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5-1- L'activité antioxydante :
La propriété la mieux decrite de presque tous les flavonoides est leur activité
antioxydante, qui dépasse de loin celle des vitamines antioxydantes bien connues (C et E) et des

caroténoides dans des études in vitro et in vivo (Kambohl et al, 2015).

Les flavonoides controlent I'oxydation au niveau cellulaire en tant qu'antioxydants par
divers mécanismes (Dhiman et al, 2012) dont les groupes hydroxyles fonctionnels des
flavonoides piegent les radicaux libres et / ou chélatent les ions métalliques (Kumar et Pandey,
2013). En effet, les flavonoides (FI-OH) sont capables de réduire les radicaux libres (R-) comme
les radicaux peroxyle par le transfert des atomes d'hydrogene, cela suscite la formation d'un
radical phénoxyle flavonoide (FI-O-) qui peut réagir avec un second radical (R-), acquérant une
structure stable (Dhiman et al, 2012). D'autre part, les flavonoides peuvent chélater des ions
métalliques notamment les ions ferreux (Fe*) qui sont capables de favoriser la formation de
radicaux hydroxyles par la réaction de Fenton (Wang et al, 2018)De plus, les flavonoides ont la
capacité a activer l'expression des enzymes antioxydantes et a réduire les radicaux alpha-
tocophérol (Kambohl et al, 2015).

e

FI-OH
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_—
Figure N°28: (a) Le piégeage des ROS (R-) par les flavonoides (FI-OH) et (b) des sites de

liaison pour les ions métalliques (Pietta, 2000).
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5-1-1- La relation structure-activité antioxydante des flavonoides :

Les modifications structurelles des flavonoides, par exemple, la sulfatation, la
méthylation et la glycosylation changent habituellement leurs activités biologiques (Télés et al,
2018). La disposition des groupes fonctionnels, la substitution et le nombre total de groupes
hydroxyle influencent sensiblement I'activité antioxydante des flavonoides (Kumar et Pandey,

2013).
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Le test a montré que lorsque les groupements hydroxyle sont substitués par un sulfate,
I'activité antioxydante a échoué de fagon spectaculaire (Télés et al, 2018). Ainsi que la
substitution O-méthyle et la présence d'une liaison glycosidique réduit les propriétés
antioxydantes des flavonoides (Stojko et al, 2015; Wang et al, 2018).

Par ailleurs, pour une activité de piégeage radicalaire maximale, une molécule flavonoide
doit répondre aux critéres suivants: une structure 3',4'-dihydroxy dans le cycle B, une double
liaison 2,3 en conjonction avec un groupement 4-oxo dans I’anncau C, la présence d'un
groupement 3-hydroxyle dans le cycle C et d'un groupe 5-hydroxyle dans le cycle A (Gulgin,
2012).

Figure N°29: Les caractéristiques structurelles des flavonoides avec une forte activité de

piégeage des radicaux libres (Amic et al, 2003).

5-2- L'activité anti-inflammatoire :

La réponse inflammatoire englobe une large activité comprenant une augmentation de la
perméabilité capillaire, la libération des cytokines, I'induction de diverses activités enzymatiques
(oxygénases, oxyde nitrique synthétase, peroxydases). Ces activités peuvent étre diminuées par
les flavonoides, qui ont un large éventail d'activités anti-inflammatoires (Gross, 2004).

Ils agissent en affectant les systémes enzymatiques impliqués dans la génération de processus
inflammatoires (Tiwarla et Husainb, 2017) en particulier la tyrosine et les sérine-thréonine
protéine kinases, ou l'inhibition des kinases est due a la compétitivité liaison des flavonoides
avec I'ATP aux sites catalytiques sur les enzymes (Kumar et Pandey, 2013). Les flavonoides
sont capables aussi d'inhiber l'expression des isoformes de la cyclooxygénase, de la

lipooxygénase et de I'oxyde nitrique synthase inductible (Tufidn et al, 2009).
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I-Matériel et méthodes :
1-Matériel :
1-1-Matériel végétale «Genista sp» :
1-1-1-La preésentation du genre Genista :
Le genre Genista est un genre de plantes arbustives de la famille des Fabaceae qui
constituent I’'une des plus grandes familles des plantes a fleurs. Les principaux métabolites

secondaires de ce genre sont constitués des alcaloides et des flavonoides (Wojciechowski et al,
2004; Pistelli et al, 2001).

Régne: Plantae
Division: Magnoliophyta
Classe: Rosopsida
Ordre: Fabales
Famille: Fabaceae

Genre: Genista

1-1-2-L’extraction :
L’extraction de la plante Genista sp (extrait butanolique) a été faite au niveau de 1’unité

de recherche de phytochimie (Professeur BenayacheFadila).

1-2-Matériel biologique :

15 rats femelles de souche Albinos wistar, pesant 200-270g (au début de
I’expérimentation), issue d’un élevage au niveau de ’animalerie de 'université des Freres
Mentouri de Constantine. Tous les animaux ont été gardés dans des cages dans les mémes
conditions de température (22+2°C) et ont un acceés libre a la nourriture et a I’ecau potable du

robinet servi dans des biberons.
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1-3-Reéactifs et solvants :

Dosage du MDA :
e L’acide trichloroacétique TCA (25%)
e L’acide thiobarbiturique TBA (0.67%).
e Le n-butanol.

Dosage de la SOD :

o Tris
e Pyrogallol.
e HCI (10 mM).

Dosage du GSH :
e L’acide arichloroacétique TCA (10%)
e Tampon phosphate PBS (0.1 M; PH=8).
e L’acide thionitrobenzoique DTNB.
e NaCl 0.9%.

1-4-Appareillage :
e pH metre.
e Spectrophotométre Jenway 6300 et Shimadzu uv.1280
e Centrifugeuse Sigma

e Bain marie GFL.

2-Méthodes :

Les 15 rats sont répartis en 3 lots de 5 rats.

2-1-Prévention et induction de la toxicité :

La substance préventive que nous avons utilisee est 1’extrait n-BuOH Genista sp & une
dose de 200mg/kg et elle est soluble dans I’eau potable du robinet et administré aux rats par
gavage pendant 8 jours.

Le produit toxique utilisé pour produire la toxicité expérimentale (1’hépatotoxicité) est le
tétrachlorure de carbone (20%) qui est injecté par voie intrapéritonéal (IP) en une seule dose de

.2 ml/kg dissous dans I’huile de tournesol.
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2-2-Le traitement des animaux :

e Lot N°01 (Témoin) : Les rats recevant quotidiennement par gavage de 1’eau potable du
robinet 4 ml /kg pendant 8 jours, le neuvieme jour elles ont regu par injection (IP) I’huile
de tournesol.

e Lot N°02 (CCly) : Les rats recevant quotidiennement par gavage de 1’eau potable du
robinet 4 ml/kg pendant 8 jours, le neuviéme jour elles ont recu par injection (IP) 2ml/kg
de CCl4 (20%) a une dose unique.

e Lot N°03 (Extrait n-BuOH Genista sp +CCl,) : Les rats recevant durant 8 jours par
gavage de I’extrait n-BuOH Genista sp (200mg/kg) soluble dans 1’eau potable du
robinet, le neuvieme jour elles ont recu par injection (IP) le CCl; (20%) a une dose

unique 2ml/kg.

2-3-Préléevement du sang :

Les rats ont été privés de la nourriture pendant 24h. Le sang est prélevé au niveau de I’ ceil
par ponction dans la veine sinusoidale a 1’aide d’un capillaire, recueilli dans des tubes héparines
et laissé dans le réfrigérateur une heure puis centrifuge a 4852 tours/minute pendant 15 minutes.
Le plasma est récupéré dans des tubes Eppendorf et conservé a -23 °C pour les dosages

biochimiques.

2-4-Récuperation du foie :

Aprés le prélevement sanguin les rats ont été par la suite sacrifiés par translocation
cervicale. Les foies sont perfusés avec de 1’eau physiologique saline froide (0.9%) puis récupérés
et rincés par la solution saline (0.9%) puis pesés et coupés en fragments. Un petit fragment est
conservé dans le formol 10% en vue d’analyse histologique, le reste du foie est conservé dans

des tubes sec a -23°C.

2-5-Preparation de I’homogénat et de la fraction cytosolique du foie :

Le jour de dosage, chaque fragment du foie est additionné a la solution tampon tris
EDTA (pour un 1g du foie 10ml de Tampon tris EDTA pH=7.6) puis homogénéisé par un
homogénéisateur. L’homogénat est ensuite centrifugé a 1000 tours/minute pendant 15 minute a
4°C, le surnagent est récupéré puis centrifugé a 9600 tours/minute pendant 45 minutes a 4°C. La
fraction cytosolique est récupérée et utilisée pour les dosages de la concentration du glutathion

réduit (GSH) et I’activité de la superoxyde dismutase (SOD).
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Pour le dosage du malondialdéhyde (MDA) nous avons homogénéisé un fragment du foie
(pour 1g du foie 3ml de KCI 1.15%).

2-6-Dosage des parametres biochimiques :

Les dosages des différents biomarqueurs de la fonction hépatique ont été réalisés par

colorimétrie en utilisant des Kits du commerce sur un automate multiparamétrique.

2-6-1-Dosage des transaminases :

Les transaminases (ou amino transférases) sont des enzymes hépatocytaires dont la
fonction est de catalyser des réactions de transfert d’un groupe aminé d’un acide a-aminé a un
acide a-cétonique.

Le principe de dosage des transaminases seriques est réalisé selon les réactions
suivantes :

e Pour ’ALT:
. ALT
a-Ketoglutarate + L-alaline s L-glutamate + pyruvate

Pyruvate + NADH + H+ % L-lactate + NAD"

e Pour ’AST: AST

a-Ketoglutarate + L-aspartate —_____ 5, L -glutamate + Oxaloacetate

MDH
Oxaloacetate + NADH+H 5 L -malate + NAD"

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a

I’activité de I’enzyme.

2-6-2-Dosage des triglycerides (TGq) :

Le principe de dosage repose sur le dosage enzymatique du glycérol libre aprés action de
la lipase.

Les triglycérides sont hydrolysés enzymatiquement par la lipase afin de libérer les AG et
le glyceérol. Ce dernier est phosphorylé par 1’adénosine triphosphate (ATP) et le glycérol Kinase
(GK) pour produire du Glycérol-3-phosphate et de 1’adénosine diphosphate (ADP). Le Glycérol-
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3-phosphate est oxydé en dihydroxyacétone phosphate (DHAP) par le glycérol phosphate
oxydase (GPO) en produisant le (H,O;). Lors d’une réaction colorée catalysée par la peroxydase,
le (H,O,) réagit avec le 4-aminoantipyrine (4-AAP) et le 4-chlorophénol (4-CP) pour produire un

colorant rouge selon les réactions suivantes:

Lipase
Triglyceérides Glycérol + 3 acidesgras.

Glycérole Kinase
Glycérol + ATP s Glyceérol 3 phosphate + ADP.

Glycérol oxydase
Glycérol 3 phosphate + ADP > Phosphodihydroxyacétone + H,0x.

Peroxydase
H,0,+ Phénol + aminopénazone > Quinone imine coloré + 4H,0,.

L’intensité de la couleur de la quinine imine mesurée a A=505 nm est directement

proportionnelle a la concentration des triglycérides dans 1’échantillon.

2-7-Dosage des parametres de stress oxydatidant :
2-7-1-Dosage du malondialdhyde(MDA) :

Le dosage du malondialdhyde (MDA) a été réalisé Selon la méthode d’Ohkawa et al (1979).
-Principe: le dosage repose sur la formation en milieu acide et chaud 100°C entre une molécule
de MDA et deux molécules d’acide thiobarbiturique TBA d’un pigment de couleur rose ayant une

absorbance maximale a 535nm, et extractible par les solvants organiques comme le n-butanol.

O
-

. B N
N o : 21,0 N oH wo' N Ny
TBA MDA Dérivé MDA (TBAJ,

Figure N°30: Le mécanisme de la quantification de la réaction de TBARS (Schaur et al,
2015).

-Mode opératoire: a 0.5ml de ’homogénat additionner 0.5 ml de TCA 25% et 1ml de TBA

0.67%, chauffer le mélange a 100°C pendant 45 min, refroidir puis additionner 4ml de n-butanol.
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Aprés centrifuger pendant 10min a 3000tours/min, mesurer la densité optique (DO) sur le

surnagent au spéctrophotométre a 535nm contre un blanc préparé dans les méme conditions.

2-7-2- Dosage de I’activité enzymatique de la SOD cytosolique :

Le dosage de la SOD a été réalisé selon la méthode Marklund et al (1974).
-Principe: Le principe repose sur la capacité d’inhibition de I’autooxydation du pyrogallol par la
SOD.
-Mode opératoire: prélever un volume de 10ul de I’échantillon, ajouter 2ml de tris HCI et 20ul de
pyrogallol puis lire la DO a 420nm apres 1 min et 3 min. contre un blanc préparé dans les méme

conditions.

2-7-3-Determination du taux du glutathion réduit (GSH) :

Le dosage du glutathion a été réalisé selon la méthode de Beutler et al (1963).
-Principe: le principe est basé sur la réaction d’oxydation de GSH par I’acide 5,5dithio-bis-2-
nitrobenzoique (DTNB) libérant ainsi 1’acide thionitrobenzoique (TNB). Ce dernier, a pH (8-9)
présente une absorbance maximale a 412 nm.
-Mode opératoire: prélever un volume de 1’échantillon, puis ajouter la solution TCA et agiter
pendant 10 a 15 minutes puis centrifugé 2000tours/minute pendant 5 minutes, ensuite prélever
0.1ml de surnagent et additionner 1.7 ml de BPS (0.1 M, PH=8) et I’acide 5,5 dithio-bis-2-

nitrobenzoique (DTNB), laisser pendant 5 min a une température ambiante et lire la DO a 412 nm.

2-8-L’étude histologique :
Les petits morceaux du foie ont été mis dans le formaldéhyde 10% a pH 7.4 et stockés
pour I’examen histologique. Les biopsies prises des foies ont été incluses dans la Paraffine,

coupés (a 5 um) puis subis une coloration avec 1’hématoxyline- éosine.

2-9-L’étude statistique :
Les résultats obtenus sont exprimés en moyenne + SD. Les comparaisons sont faites par

le test «t» de Student. Les différences sont considérées statistiquement significatives au seuil de
0.05.
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I1-Résultats :

I1-1-Evaluation de Pactivité antioxydante et hepatoprotectrice :
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Figure N°31:L'effet protecteur de 1’extrait n-BuOH Genista sp (200 mg/Kg) sur le niveau sérique
des enzymes ALT et AST des rats traités par le CCl, (2 ml/kg).

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=5).
** . comparaison avec le contrdle (*p < 0.05, **p < 0.01).
¥Y¥ : comparaison avec I’extrait (p < 0.05, ¥p < 0.01).

Les valeurs entre parenthéses représentent le pourcentage d'inhibition.
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Figure N°32: L'effet protecteur de 1’extrait n-BuOH Genista sp (200 mg/Kg sur le taux des
glycerides (TG) sériques des rats traités par le CCl, (2ml/kg).

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=5).

** . comparaison avec le contréle (*p 0.05, **p < 0.01).

¥¥ : comparaison avec I’extrait (¥p<0.05, ¥p <0.01).

Les valeurs entre parenthéses représentent le pourcentage d'inhibition.
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L’hépatotoxicité induite par une seule dose de CCl, (2ml/Kg) se manifeste par une
augmentation significative (p<0.01) des ALT et AST comparativement aux témoins.
L’administration de CCL4 (2ml/kg) a provoqué chez les rats une augmentation significative
(p<0.01) des TGs en comparaison avec les témoins. L’introduction de 1’extrait n-BuOH Genista
sp (200 mg/Kg) chez les rats a diminué significativement (p<0.01) ’ALT (63.41 %), ’AST
(68.84 %) et les TGs (73.86 %) (Figures N°31-32).

I1-2-Evaluation du statut oxydatif :

11-2-1-La peroxydation lipidique :
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Figure N°33: L’effet protecteur de I’extrait n-BuOH Genista sp (200 mg/kg) sur le taux du
MDA chez les rats traités par le CCly (2ml/kg).

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=5).

** . comparaison avec le contréle (*p < 0.05, **p <0.01).

¥¥ : comparaison avec ’extrait (*p < 0.05, *p < 0.01).

Les valeurs entre parenthéses représentent le pourcentage d'inhibition.

L’hépatotoxicité provoquée chez les rats traités par 1eCCl, est associée a une
peroxydation lipidique exprimée par 1’augmentation du taux du MDA. Le gavage des rats par
I’extrait n-butanolique de Genista sp (200 mg/Kg) a inhibé d’une mani¢re hautement

significative (p<0.01) la péroxidation lipidique par un taux de 79.91 % (Figure N°33).
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11-2-2- Activité enzymatique du SOD et le taux du GSH hépatiques :

25

20

A Controle

L [ CCl

BCU4 + extrait

15

M
=

A Controle
M CCl
BCCI4 + extrait

7

(71,23%)
Yy

(58,43 %)
Yy

b
w

15 r

(1

10 » 1 / w
; 7N 7\

s0D GSH

pmol/g tissu
(=3

w

=3

Figure N°34:L’effet protecteur de I’extrait n-BuOH Genista sp (200 mg/kg) sur le taux du GSH
et I’activité de la SOD chez les rats traites par le CCl, (2ml/Kkg).

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=5).

** : comparaison avec le controle (*p < 0.05, **p <0.01).

¥Y¥ : comparaison avec I’extrait (*p < 0.05, ¥p < 0.01).

Les valeurs entre parenthéses représentent le pourcentage d'inhibition.

Le taux du GSH et de la SOD dans le foie des rats recevant le CCl, (2ml/kg) a hautement
significative diminuée significativement (P<0.01) par rapport aux témoins. La déplétion des deux
parametres étudiés a savoir le GSH et la SOD est restaurée significativement (71.23 % ;
58.43 %; respectivement) (P<0.01) par I’administration de 1’extrait n-BuOH Genista sp (200
mg/Kg) (Figure N°34).

11-3- Etude histologique :

La figure N°35 montre que les photomicrographies du profil histopathologique du foie
des rats traités par le CCl; (2ml/Kg) ont manifesté des altérations dans 1’histoarchitecture, une
dégenérescence cellulaire accompagnée d’une perte de sa configuration, une dilatation des
vaisseaux sanguins et l'infiltration des cellules inflammatoires. La présence d’une nécrose
centro-lobulaire accompagnée de 1’existence de gouttelettes lipidiques reflete une stéatose. Par
contre, les Iésions observées chez les rats traités par 1’extrait n-BuOH Genista sp (200 mg/kg)

étaient moins séveres et I'architecture hépatique est restée conservée.
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Figure N°35: L’analyse histopathologique

A. Contrdle: hépatocytes normaux avec des espaces sinusoidaux (Sn) veines centrales (CV).
(Figure A).

B. Rats traités par le CCly: altération de I'architecture hépatique, perte de cordons hépatiques
d'agencement radial et dilatations sinusoidales marqués (Snd), degré sévere d'hémorragies
(HR), la nécrose centrolobulaire (n) et trépieds portale périphériques(TPP) et présence des

gouttelettes lipidiques (S) au niveau du parenchyme (Figures; Ba, Bb).
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C. Rats traités par le CCl,+1’extrait n-BuOH Genista sp : l'architecture hépatique a montré une
légére dégénérescence (L) avec un degré modéré d'altération histopathologique illustrée. Un

degré réduit des dilatations des veines sinusoidales et centrales, un léger ballonnement et
nécrose des hépatocytes ont été observés.
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Discussion :
La présente étude, a pour but d’étudier l'effet de 1’extrait n-BuOH Genista sp riche en
flavonoides, chez les rats (200mg/Kg de pds crp), contre 1’hépatotoxicité induite par le CCl, (une

dose unique de 2ml/Kg de pds crp des rats Albinos wistar).

En effet, le CCL, agit aprés transformation métabolique et son hépatotoxicité supposée
impliquer deux phases (Ritesh et al, 2015;Eidi et al, 2012), la phase initiale implique, le
métabolisme du CCl, par le cytochrome Pys0 en radical trichlorométhyl (CCls), qui se lie par
covalence aux macromolécules cellulaires (Xu et al, 2017). Le CCls’peut également réagir avec
I'oxygene (O,) pour former un radical trés réactif c’est le (CCI;00-), qui est plus susceptible que
CCl3" d'extraire I'hydrogene des acides gras polyinsaturés (AGPI), ce qui conduit a la
peroxydation lipidique (Chao et al, 2013). Par conséquent, les structures des membranes
cellulaires sont détruites (Tan et al, 2016) conduisant a la perte de I'noméostasie cellulaire et a la
mort cellulaire (Maameri et al, 2015). La deuxieme phase implique I'activation des cellules de
Kupffer (KC), probablement par des radicaux libres (Huang et al, 2012). L'activation des KC est
accompagneée par la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires, comme les espéces réactives de
I'oxygéne (ROS) (Kamel et al, 217).

Il est généralement accepté que les transaminases (ALT et AST) sont considérées comme
des indicateurs les plus sensibles des lésions des hépatocytes (Lin et al, 2018). Des études
antérieures ont démontré que le CCl, augmente les concentrations d'AST et d'ALT sériques
(Chao et al, 2013). La présente étude a également montré une augmentation significative des
transaminases (d'AST et d'ALT) sériques chez les rats traités uniquement par le CCL4
comparativement aux rats témoins.

Ces transaminases sont normalement localisées dans le cytoplasme des hépatocytes
(Yang et al, 2015). Les membranes cellulaires riches en graisses insaturées sont tres sensibles
aux altérations par les radicaux libres qui peuvent étre la cause de leur perte d'intégrité
fonctionnelle qui est toujours associée a une nécrose hépatocytaire permettant la fuite des
enzymes intracellulaires comme les AST et ALT dans la circulation sanguine (Eidi et al, 2012;
Maameri et al, 2015).

Par ailleurs, les rats traités par le CCl, ont connu une augmentation significative du taux
de leurs triglycérides par rapport aux rats témoins, ce qui peut contribuer a une stéatose
hépatique induite par le CCL,4, qui est caractérisee par une accumulation excessive des
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triglycérides dans les hépatocytes (Dai et al, 2014). Cela peut étre la consequence de la
perturbation du mécanisme de couplage des triglycérides a I'apoprotéine appropriée pour former
la molécule porteuse «la lipoprotéine» recensable de la sécrétion des TGs (Narasimha et al,
2017). En effet, le CCl, injecté peut induire le stress du RE par ses métabolites réactifs, par
conséquent, I'apoB, une apolipoprotéine clé pour le transfert des TGs, est pliée de maniere
ineffective ce qui entraine le blocage de sécrétion des TG des hépatocytes causant la stéatose
(Lee et al, 2011; Lee et al, 2017). D’autre part, l'exposition au CCl, peut conduire a une
modification covalente de MTP (une protéine résidant dans le RE, qui assure la formation des
lipoprotéines en réunissant I’Apo B et les triglycérides) et sa dégradation par les protéasomes,

cela conduit a une augmentation du taux des triglycérides (Pan et al, 2007;Hussain et al, 2011).

Le stress oxydatif existe lorsqu'il existe un déséquilibre entre les pro-oxydants et les
antioxydants en faveur des pro-oxydants dans la cellule (Sid et al, 2013). Plusieurs études
suggerent qu'un mécanisme moléculaire possible impliqué dans I'hépatotoxicité par le CCl, est la
perturbation de I'équilibre pro-oxydant / antioxydant délicat, qui peut conduire a une lésion
hépatique par des dommages oxydatifs (Yoshioka et al, 2017).

La lésion oxydative induite par le CCl, peut étre surveillée chez des animaux
expérimentaux en détectant des parametres du stress oxydatif, tels que MDA, SOD, CAT, GSH
et GPx (Yang et al, 2015). Dans ce contexte, l'activité enzymatique du superoxyde dismutase
(SOD), le taux du glutathion réduit (GSH) ainsi que le taux du MDA, ont été mesurés dans la

présente étude.

Il est bien reconnu que les Iésions hépatiques induites par le CCl, provoquent une
peroxydation lipidique (LPO) (Zhan et al, 2016). Le malondialdehyde (MDA) est lI'un des
produits finaux dans le processus de peroxydation lipidique, qui a été utilisé comme biomarqueur
de LPO pendant plusieurs décennies (Yang et al, 2015).

Les résultats obtenus dans notre étude révelent une peroxydation lipidique remarquable,
accompagnée d’une augmentation significative de malondialdehyde. Cela, est d0 probablement a
la bioactivation métabolique du CCL, par le cytochrome P4sq en radical trichlorométhyl (CClse),
ce dernier, génere en présence d'oxygeéne (O,) des métabolites hautement réactifs (CCl3O0¢), qui
sont plus susceptibles que le CClze d'extraire I'nydrogene des acides gras polyinsaturés (AGPI),
ce qui conduit a la peroxydation lipidique (Chao et al, 2013 ; Xu et al, 2017). Cette observation

suggere que la peroxydation lipidique est un processus précoce dans la Iésion hépatique et que
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les radicaux libres générés peuvent jouer un role dans les dommages ultérieurs, conduisant a la

nécrose et I'apoptose (Dalton et al, 2009).

Les antioxydants sont des molécules qui inhibent ou limitent les réactions des radicaux

libres et leurs dégats cellulaires (Nimes et Pal, 2015).

La SOD est une enzyme antioxydante importante pour stabiliser les réactions oxydatives
(Sannigrahi et al, 2009). Elle catalyse la dismutation du superoxyde (O,-) en oxygene
moléculaire (O,) et en peroxyde d’hydrogéne H,0, (Racchi, 2013).

Dans la présente étude, 1’activité du SOD était significativement diminuée dans le foie en
réponse au traitement par le CCl, seul, conduisant ainsi une augmentation des dommages
oxydatifs au foie. La diminution de I’activit¢ du SOD a probablement lieu a la suite de la
production de radicaux libres et de l'utilisation excessive de cette enzyme (stress) (Ozturk et al,
2009; Huang et al, 2012).

Le glutathion (GSH) est I'un des antioxydants biologiques endogénes non enzymatiques
les plus abondants présents dans le foie, impliqué dans la détoxification des xénobiotiques, des
espéces réactives de I'oxygeéne et des peroxydes, il agit également comme un substrat essentiel
pour les enzymes antioxydantes, notamment GPx et GST (Narasimha et al, 2017). Il a été
démontré que I'épuisement du GSH hépatique est associé a une toxicité accrue par les produits
chimiques, comme le CCl,. (Laouar et al, 2017).

Notre étude, a montré une diminution du taux de GSH hépatique observé dans le groupe
traité par le CCl, par rapport au groupe témoin. Cette diminution, peut étre provoquée par la
réquisition directe de GSH par le GPx pour piéger la production des radicaux libres formés par le
métabolisme du CCl, (Bona et al, 2012). D’autre part, le GSH est facilement oxydé en disulfure
de glutathion (GSSG) par la réaction avec du ROOH ou des composés xenobiotiques, ainsi les
radicaux dérivés de CCl, peuvent réagir avec les groupes sulfhydryle du GSH en diminuant
significativement la teneur totale en GSH réduit (Yoshioka et al, 2017). Par ailleurs, le GSH
joue un réle clé dans la détoxification des métabolites toxiques de CCly, de ce fait, les niveaux de
GSH sont largement mediés par l'activité de la glutathion-S-transférase, genérant des adduits
avec les métabolites toxiques de CCl, (Ferreira et al, 2010). En outre, Il a été démontreé que, la
consommation de GSH hépatocellulaire est associée a l'initiation de la Iésion cellulaire avec la

formation de peroxydes lipidiques (Laouaretal, 2017).
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L’augmentation des transaminases sériques, des TGs, du MDA et du GSH, et la
diminution de [D’activit¢é enzymatique de la SOD dans la présente étude, montrent que
l'administration d’une dose unique de CCl, (20% dans I’huile de tournesol a 2 ml/kg de pds crp
par injection IP) induisait une lésion hépatique aigué significative chez les rats traités par le
CCLy4 seul.

Cependant, ces variations ont été améliorées chez les rats prétraités par 1’extrait n-BuOH
Genista sp (200mg/Kg) pendant huit jours et qui s’est traduit par une diminution significative
d'AST et d'ALT, des TGs, du MDA, (63,41%), (68,84), (73,86), (79,91) respectivement et une
augmentation significative de I’activité enzymatique de la SOD et du taux de GSH (58,43%),
(71,23%) respectivement. Cela a probablement été lié aux activités biologiques des flavonoides
de D’extrait n-BuOH Genista sp, notamment les effets antioxydants et inhibiteurs de la

peroxydation lipidique (Hung Hung Ha et al, 2015).

Plusieurs études ont montré que des substances d’origines végétales ont manifesté une
activité antioxydante, empéchant les dégats causés au foie par le CCL4 car elles contiennent des
piégeurs des radicaux libres comme les flavonoides (Laouar et al, 2017). En effet, les
flavonoides (FI-OH) sont capables de réduire les radicaux libres (R-) comme les radicaux
peroxyles par le transfert des atomes d'hydrogene, cela suscite la formation d'un radical
phénoxyle flavonoide (FI-O-) qui peut réagir avec un second radical (R-), acquérant une
structure stable (Dhiman et al, 2012; Kumar et Pandey, 2013). A cet effet, la diminution du
taux de MDA, d'AST et d'ALT et des TG et I’augmentation de 1’activité de la SOD et du taux de
GSH dans la présente étude peut étre la conséquence de piégeage des espéces radicalaires
générés du métabolisme de CCL4 notamment le CCl;00", susceptible d’arracher un hydrogéne
des AGPI, par les flavonoides diminuant ainsi ou prévenant la peroxydations lipidique dans les
membranes des hépatocytes, la libération des transaminases dans le sang, 1’oxydation du GSH, la
régénération excessive des radicaux libres, I'utilisation excessive de la SOD et le stress RE.
D’autre part les flavonoides ont la capacité d’activer l'expression des enzymes antioxydantes
(Kambohl et al, 2015), ce qui peut étre une autre cause de la récupération de I’activité de la

SOD dans la présente étude.

Les effets hépatotoxiques aigus induits par lI'administration du CCl, ont été confirmés
histopathologiquement, révélant ainsi des altérations dans 1’histo-architecture, une

dégénérescence cellulaire accompagnée d’une perte de sa configuration, une dilatation des
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vaisseaux sanguins et l'infiltration des cellules inflammatoires. La présence d’une nécrose
centro-lobulaire accompagnée de 1’existence de gouttelettes lipidiques, reflete une stéatose. En
revanche, nos résultats histologiques ont montré que le prétraitement par 1’extrait n-BuOH
Genista sp protege efficacement les rats contre la toxicité hépatique induite par le CCl.,.

Les Iésions apparues chez les rats traités avec 1’extrait n-BuOH Genista sp (200 mg/kg)

étaient moins séveres et I'architecture hépatique demeure conservée.

No résultats s’avérent similaires a 1’étude menée par (Dai et al, 2014) qui a montré que
les rats soumis au CCl4 (0.5ml/Kg deux fois par semaine pendant deux semaines) ont présenté
des lésions hépatiques et une augmentation significatives des AST et ALT, une diminution des
SOD, GSH et des gouttelettes de graisse dans le foie et que le traitement avec des pro-
anthocyanidines (400mg/Kg de pds crp) a efficacement éclipsé les lésions hépatiques,
l'accumulation des lipides, et restaurer le taux de GSH et de I’activité des enzymes antioxydants.
(Narasimha et al, 2017) ont utilisé différentes concentrations (200 et 400 mg / kg) de I'extrait
aqueux de graine de Vigna unguiculata (AVU) pour évaluer son effet antioxydant et
hépatoprotecteur contre les Iésions hépatiques de CCl, (une dose unique de 3ml/Kg de pds crp)
et il a été démontré que l'administration orale d'AVU a 200 et 400 mg / kg inhibent
significativement et de maniere dose-dépendante I'élévation des taux sériques d’ALT et d’AST et
des TG; et réduisent significativement le stress oxydatif. En récupérant les activités diminuées de
SOD, GSH et en réduisant les niveaux de malondialdéhyde dans la lésion hépatique aigué induite
par le CCl,. (Chao et al, 2013; Adewale et al, 2014, Yang et al, 2015) ont également montré
que la plante nommée Mahonia oiwakensis Hayata endémique du Taiwan, l'extrait aqueux
d'écorce de tige de Xylopia aethiopicaet la procyanidine By, respectivement, doués d’une forte
activité antioxidante hépato-protectrice contre les lésions hépatiques causées par le CCls.Nos

résultats histo-pathologiques concordent aussi avec ceux indiqués ci-dessus.

En conclusion, la présente étude démontre que le prétraitement par ’extrait n-BuOH
Genista sp (200mg / Kg) a permis de protéger les rats contre les Iésions hépatiques induites par
une dose unique de CCl4 (2ml/Kg). Ces résultats suggeérent que I’extrait n-BuOH Genista sp qui
est riche en flavonoides présente des effets hépato-protecteurs puissants, et que ces effets
peuvent étre dus a la fois a l'inhibition de la peroxydation lipidique et a l'augmentation de

l'activité des enzymes antioxydantes sous 1’effet des flavonoides.
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives :

Cette étude, a révélé 1’évidence de 1’hépatoxicité sous 1’effet du CCL, .Cette hépatotoxine
agit aprés transformation métabolique en produisant des radicaux hautement réactifs
(CCl3e,CCI300¢) qui sont susceptibles de causer des lIésions hépatiques profondes provoquant un
désequilibre dans le statut redox hypatocytaire en faveur des pro-oxydants. En effet, il a été
constaté que le systéme de défense antioxydant endogéne a diminué significativement, laissant la
place aux prooxydants responsables de la lipopéroxydation et la destruction des structures
membranaires. Les hépatocytes une fois lésées libérentles transaminases (ALT, AST) dans le
sang. D’autre part, il a diminué la sécrétion des TG hépatiques chez les rats en provoquant une

stéatose hépatique.

La présente étude, a démontré que 1’extrait n-BuOH Genista sp était bénéfique dans la
prévention des dommages hépatiques induits par le CCly, car il a diminué les concentrations
d'AST, d’ALT et des TGs dans le sang et 1’augmentation du taux du MDA, et il a restauré
I’activité de la SOD et le taux du GSH. Sur le plan histologique il a également montré que cet
extrait a réduit l'incidence des lésions hépatiques, comme il a également montré que I’extrait

n-BuOH Genista sp a pu réduire l'incidence de la stéatose hépatique.

Tous ces résultats suggerent que 1’extrait n-BuOH Genista sp présente effectivement des
effets hépatoprotecteurs puissants sur les lésions hépatiques induites par le CCl,4 chez les rats, et
que ces effets peuvent étre dus a la fois a l'inhibition de la peroxydation lipidique et a

l'augmentation de I'activité des enzymes antioxydantes par les flavonoides.

Ces résultats indiquent que ’extrait n-BuOH Genista sp peut étre utilisé comme un agent
efficace pour réduire 1’hépatotoxicité induite par le CCL,. Néanmoins, ce travail reste
préliminaire, car d'autres études sont nécessaires pour definir le mécanisme exact qui est derriere

les effets révélés.

Cette étude nous a permis d’ouvrir plusieurs perspectives dont les plus importants se
résument dans ce qui suit :

- D’évaluer I’effet anti-inflammatoire de I’extrait n-BuOH Genista sp.

- D’évaluer I’efficacité de I’extrait pour atténuer les lIésions hépatiques chroniques.

- La poursuite de nos investigations aux niveaux moléculaires.

- Ce travail laisse aussi entrevoir d’autres perspectives plus lointaines qui pourraient

servir de modeéle pour la conception de nouveaux agents pharmacologiques.
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Résumé

L’effet préventif des flavonoides contre I’hépatotoxicité induite par le CCL,.

Résumé

La présente étude a été entreprise pour étudier I'effet hépatoprotecteur de 1’extrait n-
BuOH Genista sp, riche en flavonoides, sur les lésions hépatiques induites par le CCl,. Des rats
femelles de souche Albinos wistar ont été traités par gavage avec de 1’extrait n-BuOH Genista sp
(200mg/kg) chaque jour pendant huit jours. L'hépatotoxicité a été induite le neuvieme jour par
I'administration intrapéritonéale d'une dose unique de CCl4 (20% dans I'huile de tournesol a une
dose de 2ml/kg de poids corporel).

L’activité antioxydante et hepatoprotective de I’extrait n-BuOH Genista sp a été évaluéee
en mesurant, les transaminases sériques (AST et ALT), aussi le taux sérique des trisglycérides
(TGq), le taux de MDA, I’activité de la SOD et le taux du GSH. Le CCl, non seulement a élevé
les taux de MDA, d’ALT et d’AST, mais a également réprimé le systeme de défense antioxydant
hépatique, y compris la SOD et le GSH de plus il a diminué la sécrétion des TG en augmentant
ses taux serique. Ces variations ont été améliorées aprés avoir administré 1’extrait n-BuOH
Genista sp, qui s’est traduit par une diminution significative des taux d’ALT, d’AST, des TG;,
du MDA, par (63,41%), (68,84%), (73,86), (79,91%) respectivement et I’augmentation
significative de I’activité enzymatique de la SOD, du taux de GSH par (58,43%), (71,23%)
respectivement. Les observations biochimiques ont été complétées par un examen histo-
pathologique des coupes du foie des rats. L'examen histo-pathologique du foie a montré que
I’extrait n-BuOH Genista sp a réduit la degénérescence cellulaire, I’infiltration des cellules
inflammatoir ,la nécrose et 1’incidence de la stéatose hépatique chez les rats traités par cet extrait
butanoligue.

Nos résultats suggerent que I’extrait n-BuOH Genista sp riche en flavonoides pourrait
étre un agent hépatoprotecteur efficace et un candidat thérapeutique pour les troubles hépatiques

et pour d'autres maladies liées au stress oxydatif.

Mots clés : Extrait n-BuOH Genista sp; Flavonoides, Hépatoprotecteur; Tétrachlorure de
Carbone; Hépatotoxicité; Stress oxydatif.
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Résumé

Preventive effect of flavonoids against CCL,-induced hepatotoxicity

Abstract

This study was undertaken to investigate the hepatoprotective effect of the extract n-
BuOH Genista sp flavonoid-rich on liver injury induced by Ccl,. Female rats of Albino wistar
strain were treated by gavage with extract of n-BuOH Genista sp (200mg/kg) every day for eight
days. Hepatotoxicity was induced on the ninth day by intraperitoneal administration of a single
dose of CCl4 (20% into sunflower oil at a dose of 2ml / kg body weight).

The antioxidant and hepatoprotective activity of the n-BuOH extract of Genista sp was
assessed by measuring serum transaminases (AST and ALT), serum level of triglycerides (TGs),
and the MDA rate, the activity of SOD and the rate of GSH. The CCl, did not only elevate
MDA, ALT and AST levels, but also suppressed the hepatic antioxidant defense system,
including SOD and GSH in addition decreased TG; secretion by increasing serum levels. These
variations were improved after administering the extract of n-BuOH of Genista sp, which has
resulted in a significant decrease in ALT, AST, TG;, MDA, by (63,41%), (68,84%), (73,86),
(79,91%) respectively, and the significant increase in SOD enzyme activity and GSH by
(58,43%), (71,23%) respectively too.

All the above observations were supported by histopathological study of rat liver.
Histopathological examination of the liver tissue has showed that the n-BuOH extract Genista sp
had reduced cell degeneration, inflammatory cell infiltration, necrosis and the incidence of
hepatic steatosis in rats treated by the n-BuOH extract.

Our results suggested that the extract of n-BuOH Genista sp rich in flavonoids could be
an effective hepatoprotective agent and a therapeutic candidate for liver disorders and for other

oxidative stress related diseases.

Key words: Extract n-BuOH Genista sp; Flavonoids, Hepatoprotector; Carbon tetrachloride;

hepatotoxicity; Oxidative stress.
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Théme : L’effet préventif des flavonoides contre 1’hépatotoxicité induite par le CCLa.

Nature du diplome : Master.
Domaine : Science de la nature et de la vie.
Mention : Toxicologie et santé.

Résume :

La présente étude a été entreprise pour étudier l'effet hépatoprotecteur de 1’extrait n-
BuOH Genista sp, riche en flavonoides, sur les lésions hépatiques induites par le CCl,. Des rats
femelles de souche Albinos wistar ont été traités par gavage avec de I’extrait n-BuOH Genista
sp (200mg/kg) chaque jour pendant huit jours. L'hépatotoxicité a été induite le neuviéme jour
par I'administration intrapéritonéale d'une dose unique de CCl4 (20% dans I'huile de tournesol a
une dose de 2ml/kg de poids corporel).

L’activité antioxydante et hepatoprotective de 1’extrait n-BuOH Genista sp a été évaluée
en mesurant, les transaminases sériques (AST et ALT), aussi le taux sérique des trisglycérides
(TGq), le taux de MDA, I’activité de la SOD et le taux du GSH. Le CCl, non seulement a élevé
les taux de MDA, d’ALT et d’AST, mais a également réprimé le systeme de défense
antioxydant hépatique, y compris la SOD et le GSH de plus il a diminué la sécrétion des TG en
augmentant ses taux sérique. Ces variations ont été améliorées aprés avoir administré 1’extrait n-
BuOH Genista sp, qui s’est traduit par une diminution significative des taux d’ALT, d’AST, des
TG, du MDA, par (63,41%), (68,84%), (73,86), (79,91%) respectivement et 1’augmentation
significative de 1’activité enzymatique de la SOD, du taux de GSH par (58,43%), (71,23%)
respectivement. Les observations biochimiques ont été complétées par un examen histo-
pathologique des coupes du foie des rats. L'examen histo-pathologique du foie a montré que
I’extrait n-BuOH Genista sp a réduit la dégénérescence cellulaire, I’infiltration des cellules
inflammatoires ,la nécrose et I’incidence de la stéatose hépatique chez les rats traités par cet
extrait butanolique

Nos résultats suggerent que I’extrait n-BuOH Genista sp riche en flavonoides pourrait
étre un agent hépatoprotecteur efficace et un candidat thérapeutique pour les troubles hépatiques
et pour d'autres maladies liées au stress oxydatif.

Mots cles : Extrait n-BuOH Genista sp; Flavonoides, Hépatoprotecteur; Tétrachlorure de
Carbone; Hépatotoxicité; Stress oxydatif.
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